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1 Resumen 
La implantología para la sustitución ósea es un sector industrial en auge como resultado del  
envejecimiento de la población en el primer mundo. La mayoría de los implantes para la 
sustitución de tejido duro se fabrican con titanio comercialmente puro y presentan 
tratamientos superficiales que aumentan la rugosidad superficial para mejorar la 
osteointegración. 
El efecto de la rugosidad en la respuesta celular es un tema que ha sido ampliamente 
estudiado en una gran cantidad de estudios científicos. Si bien se ha determinado la 
rugosidad media óptima para la adhesión de células óseas, no se ha encontrado cómo 
reaccionan a otros parámetros de rugosidad superficial. También queda por resolver la 
respuesta celular a la nanotopografía, Que si bien se ha determinado que influye en la 
respuesta no se ha visto como la afecta. 
Este proyecto pretende evaluar el uso combinado de diferentes métodos de observación 
superficial de los primeros eventos en la adhesión celular para ver la influencia que en ello 
tiene la rugosidad. Para ello se ha usado la técnica de la microscopia correlativa para 
combinar la información de imágenes de interferómetro de luz blanca e imágenes de 
fluorescencia de proteína adherida así como de cultivos celulares.  
Para su evaluación se han utilizado muestras con tres tipologías de superficies típicas de 
implantes dentales y se han comparado los resultados con los obtenidos por microscopia 
correlativa. En primer lugar se han caracterizado las superficies utilizadas para la evaluación 
de la técnica. Se ha caracterizado la superficie fisicoquímicamente con interferometría de luz 
blanca (rugosidad superficial), ángulo de contacto (hidrofilicidad), microscopia electrónica de 
barrido (topografía) y espectroscopia de fluorescencia de rayos X. También se ha llevado a 
cabo una caracterización superficial típica, donde se ha observado la adhesión de proteínas 
(fibronectina) y la adhesión, proliferación y diferenciación celular. 
El trabajo culmina con la creación de un software que permite correlacionar imágenes de 
rugosidad y fluorescencia para estudiar la adhesión celular. El programa  permite disminuir 
la variabilidad de resultados en el recuento de células adheridas, pero no permite relacionar 
las zonas de adhesión con la rugosidad superficie. Posiblemente podría ser viable su 
observación con ordenadores con mayor capacidad de cálculo. También se concluye que 
las superficies son aptas para  la implantación según los ensayos in vitro. 
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3 Objetivo del proyecto y alcance 
El objetivo principal de este proyecto es desarrollar una técnica de microscopia correlativa 
que permita evaluar la influencia de la rugosidad superficial de muestras opacas en la 
adhesión de osteoblastos humanos. Para ellos se han evaluado tres tipos de muestras de 
titanio comercialmente puro (Ti c.p.) con distintas topografías superficiales.  
A continuación se presentan los sub-objetivos desglosados.  
Caracterización superficial. 
En primer lugar se caracteriza la superficie fisicoquímicamente y biológicamente de titanio 
grado 4 con distintas morfologías superficiales. De este modo se conocen las propiedades 
superficiales si se descartan posibles problemas a la hora de implementar el método de 
microscopia. 
 Caracterización fisicoquímica: en este objetivo se pretenden evaluar los 
principales factores que influencian la respuesta biológica de las superficies en el 
entorno biológico para poder prever la respuesta en servicio. Así se evalúa la 
energía superficial (mediante la hidrofilicidad), la rugosidad y topografía y la 
composición química superficial. 
 Caracterización biológica: mediante este objetivo se pretende evaluar la 
respuesta del entorno biológico a las superficies estudiadas. Por este motivo se 
realizan estudios de adhesión, proliferación y diferenciación in vitro. También se 
realizan ensayos de adhesión de proteínas en superficie para conocer el carácter 
de todos los estados de la respuesta biológica. 
Evaluación del uso de microscopia correlativa 
Este objetivo consiste en crear una matriz de datos con información de la rugosidad, 
propiedades topográficas y concentración de proteínas en cada uno de los puntos de unión 
entre una célula y la superficie. Estos datos están recabados con distintos microscopios. Se 
pretende desarrollar un procedimiento que permita correlacionar los datos adquiridos con las 
diferentes técnicas de observación en un programa de procesado de datos para unirlos y 
permitir una evaluación mejorada de la interacción biomaterial-células.  
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4 Estado del arte 
El aumento de la esperanza de vida en el primer mundo ha conllevado un aumento 
significativo de la industria sanitaria a todos los niveles. Uno de los campos con mayor 
crecimiento es el de los materiales implantables o biomateriales, especialmente en el campo 
de la ortopedia.  
Un biomaterial se define como un material que ha sido diseñado y/o desarrollado para ser 
introducido en un ser vivo con el fin de evaluar, mejorar o sustituir cualquier tejido, órgano o 
función. Podemos encontrar biomateriales en todas las familias de materiales ya sean 
polímeros, cerámicos o metálicos. La característica principal que cumplen todos estos 
materiales es la biocompatibilidad, definida como la capacidad de un material de sustituir 
una o varias funciones de un órgano, o tejido con una respuesta biológica apropiada. 1 
4.1.1 Respuesta biológica del organismo 
El éxito o el fracaso de un biomaterial en servicio viene marcado por la respuesta biológica 
que este genera en su entorno. A continuación se exponen los principales procesos que se 
proceden al introducir un material en el cuerpo humano y las propiedades más influyentes 
en su éxito o fracaso. 
Cuando un biomaterial es colocado quirúrgicamente en el cuerpo humano se preceden un 
conjunto de interacciones fisicoquímicas y bioquímicas que envuelven moléculas y 
macromoléculas de carácter orgánico e inorgánico.2 En primer lugar, se  da una interacción 
de la superficie con las moléculas de agua (solvente de los fluidos biológicos) que hidrata la 
superficie, arrastrando a iones en suspensión o desprendidos del propio material. Esta 
primera capa de agua interactúa con las proteínas en suspensión en el fluido biológico, que 
se adsorben por cargas hidrostáticas de las moléculas de agua. La unión de las proteínas es 
inespecífica y dinámica, es decir, la composición del film de proteínas puede variar con el 
tiempo. Finalmente, las células interactúan con este film de proteínas para generar una 
respuesta especifica que puede ir desde un aislamiento en forma de capsula fibrosa hasta el 
estímulo de tejido sano que depende de la composición y la calidad del film.2 Este proceso 
se ve esquematizado en la Figura 4-1. 
La respuesta depende de la calidad de todas las capas definidas anteriormente. Una 
superficie excesivamente hidrofílica o con carga superficial excesiva puede llevar a una 
monocapa de agua excesivamente cargada que puede desnaturalizar las proteínas. Si por 
el contrario la superficie es hidrofóbica o con poca carga superficial llevará a una unión 
demasiado débil entre la proteína y el material.3 
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Las proteínas que se adhieren en la superficie son, quizás, el factor de mayor influencia. 
Entre las proteínas que pueden adherir encontramos factores de adhesión, proliferación y 
diferenciación necesarios para la viabilidad celular, que contienen los fluidos biológicos.2,4 
Si las células no encuentran las proteínas adecuadas en la superficie del material se 
desencadena lo que se llama una respuesta a cuerpo extraño. Donde los macrófagos del 
sistema inmunológico intentan fagocitar el material, al no poder realizarlo generan llamadas 
químicas que alertan a los fibroblastos. Los fibroblastos generan, finalmente, una cápsula 
fibrosa que envuelve el objeto y lo aíslan de la interacción con el resto del cuerpo.5 
 
Figura 4-1. Sucesión en la respuesta biológica 3 
La superficie de un biomaterial entra en contacto con el 
agua 
La superficie de un biomaterial entra en contacto con el agua 
y proteínas 
La superficie de un biomaterial entra en contacto con el 
agua, proteínas y células 
Capa superficial 
de agua 
Proteína 
adsorbida 
Capa superficial 
de agua 
Proteína 
adsorbida 
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En el caso del tejido óseo, si la célula encuentra unas proteínas adecuadas para proliferar y 
no genera una respuesta adversa se genera el proceso conocido como osteointegración. 
Esta respuesta se define como la generación de como una unión estructural y funcional 
directa entre el hueso y el implante.5 La capacidad de osteointegrar es crítica para el éxito 
del implante dado que previene micromovimientos que conducen al fracaso del mismo.6,7 
La osteointegración se considera un cuadro clínico y no una propiedad del material y 
depende también de la posición anatómica, el tamaño del implante, el efecto de las cargas 
mecánicas, la composición de los fluidos biológicos, la edad y el sexo. Aun así se ha puesto 
de relevancia que los factor más influyentes son las propiedades físico-químicas de la 
superficie del implante.2 
4.1.2 El Titanio 
Son muchos los materiales utilizados en medicina. En este proyecto nos centramos en 
aplicaciones en ortopedia, por este motivo se han utilizado muestras de titanio. 
El titanio es un metal ligero usado con gran frecuencia en la sustitución ósea por el 
compromiso entre sus propiedades mecánicas y químicas así como por su alta 
biocompatibilidad. Las propiedades del titanio pueden variar en gran medida dependiendo 
de su pureza. Por ese motivo se han estandarizado unas composiciones de pureza estándar 
que reciben el nombre de titanio comercialmente puro (Ti c.p.). Existen 4 grados de Ti c.p. 
las composiciones de los cuales se puede observar en la Figura 4-2.8 
Figura 4-2 Composiciones y propiedades mecánicas por grados de titanio comercialmente 
puro [ISO 5832-2] 
 Composición (% pes) Propiedades mecánicas 
 N C O Fe H 
Resistencia a tracción 
(MPa) 
Límite elástico 
(MPa) 
Grau 1 0,03 0,10 0,18 0,20 0,0125 240 170-310 
Grau 2 0,03 0,10 0,25 0,30 0,0125 345 275-450 
Grau 3 0,05 0,10 0,35 0,30 0,0125 440 380-450 
Grau 4 0,05 0,10 0,40 0,50 0,0125 550 480-655 
La principal ventaja que presenta el titanio como material son sus excelentes propiedades 
mecánicas. Estas propiedades dependen del grado de pureza (Figura 4-2). Es importante 
recalcar que tiene un módulo elástico relativamente bajo que previene el apantallamiento de 
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tensiones en servicio, aunque sigue siendo uno de los principales problemas que presenta 
este material.  
Como propiedades químicas cabe destacar su elevada resistencia a la corrosión, dada por 
una capa de óxido homogéneo y estable. Esta capa aísla el material del medio fisiológico y 
minimiza la liberación de iones.     
Aun teniendo estas excelentes propiedades aún dista del punto óptimo. Por ese motivo el 
titanio se acostumbra utilizar con tratamientos superficiales que aumenten su óseo 
integración o eviten la adhesión bacteriana9. Con este fin se llevan a cabo recubrimientos 
tanto con deposición física polimérico como cerámicos o metálicos, activaciones o 
recubrimientos con biomoléculas. Aun así, actualmente, las superficies de la mayoría de 
implantes solo han sido tratadas para aumentar su rugosidad superficial.10–12 
4.1.3 Rugosidad en implantes de titanio 
 Los implantes para la sustitución ósea interactúan con el tejido óseo, más concretamente 
con las células encargadas de la generación ósea, los osteoblastos. Se conoce que la 
rugosidad superficial de los implantes de titanio es el factor más influyente en la 
osteointegración. Se conoce que los osteoblastos proliferan mejor en superficies rugosas, 
tanto a nivel micrométrico como nanométrico, y hay una gran cantidad de artículos y trabajos 
científicos que discuten la rugosidad óptima para la proliferación de osteoblastos12. 
 Por este motivo la comunidad científica  se esfuerza en obtener la máxima información del 
proceso que genera esta respuesta.  
Si bien no existe discusión sobre la capacidad de la rugosidad en influir en la respuesta 
celular si existe controversia en saber cómo se da y en qué grado se da esta influencia. 
Muchos estudios se centran en la variable conocida como Ra (definida en el apartado 5.2.1 
Rugosidad superficial).  En el caso de la Ra a nivel micrométrico parece demostrado que la 
rugosidad óptima en muestras de titanio granallado por alúmina es de entre 2,5 y 3,5 µm13. 
Aun así existen más variables para medir la rugosidad que no están siendo estudiados de 
forma rigurosa. Muy posiblemente la adhesión celular no solo se ve influida por el valor 
medio de rugosidad en una muestra, sino por los detalles topográficos específicos de la 
zona de adhesión. Por ese motivo existe la necesidad de estudiar la zona específica de 
adhesión así como el resto de parámetros topográficos de la muestra.  
En cambio en el caso de la nanorugosidad, si bien también se conoce que existe una 
sensibilidad de las células a la topografía, no se han encontrado evidencias que muestren 
como es esta relación o si existe una nano rugosidad óptima.14 
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Básicamente existen dos problemáticas a la hora de estudiar estas interacciones. En primer 
lugar, en el estudio de la micro rugosidad, es complicado crear muestras reproducibles que 
fijen algunos parámetros de rugosidad mientras se varían otros parámetros, así es 
complicado variar Rq sin variar Ra (ambas definida en el apartado 5.2.1 Rugosidad 
superficial). En segundo lugar, se encuentran limitaciones al generar superficies 
nanorugosas, reproducibles y evaluables sin generar una microrugosidad. 
Se ha observado que las células se adhieren con mayor frecuencia en las zonas altas o 
picos del perfil. Eso se debe a que son los puntos donde se adhiere mayor cantidad de 
fibronectina, proteína clave en la adhesión celular15,16.  
4.1.4 Microscopia correlativa 
Todas las técnicas de observación en medicina o biología celular tienen limitaciones, por 
ese motivo a menudo se utiliza más de una técnica de observación para complementarlas. 
La principal problemática de este sistema es asegurar que se observa una misma región 
con unas mismas características. El incumplimiento de esta condición aumenta la 
variabilidad estadística de las medidas y hace imposible la observación de algunos 
fenómenos. 
En los últimos años, y gracias a los avances en técnicas de computación, algunos científicos 
se han decidido a solventar estos problemas utilizando una correlación de resultados. El 
método se basa en combinar resultados obtenidos con distintos equipos utilizando sistemas 
de computación. En algunos casos se toman todos los resultados con distintas técnicas 
simultáneamente. En otros casos se utilizan puntos de referencia observables mediante las 
distintas técnicas.17,18 
El abanico de posibles combinaciones de técnicas para el estudio de la biología celular es 
muy grande. Por ejemplo se usa microscopia de rayos X y de luz para estudiar 
enfermedades en la fase mineral del hueso19. microscopia óptica de alta resolución 
(fluorescencia) con microscopia de fuerzas atómicas para estudiar el citoesqueleto celular20,  
microscopia electrónica de barrido y de transmisión para estudiar la adhesión celular21 o 
hasta se han desarrollado métodos que combinan análisis bacteriológicos y tomografía 
micro computacional en el estudio de la perimplantitis22 . 
En este proyecto se pretende utilizar la microscopia correlativa para observar mejor la 
interacción entre la topografía superficial y la adhesión celular. Se lleva a cabo 
correlacionando imágenes tomadas con interferometría de luz blanca, que nos da 
información sobre la topografía superficial e imágenes de fluorescencia para evaluar el 
grado de adhesión de proteínas, puntos de adhesión celular y para observar el 
citoesqueleto. 
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Para relacionar las imágenes se ha utilizado una función matemática que compara distintas 
imágenes en todas las posibles posiciones conocida como correlación. Como resultado se 
obtiene una matriz con un factor de similitud que se puede maximizar. Este máximo define el 
desencaje de las imágenes y permite centrar las imágenes entre sí. Para un correcto 
funcionamiento de la función es necesaria tener similitudes entre las imágenes. A menudo 
cuando las imágenes provienen de distintas técnicas de caracterización se marca la 
superficie con defectos que puedan ser observados con todas la técnicas. 
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5 Materiales y métodos 
5.1 Muestras utilizadas 
En este proyecto se han utilizado tres tipologías de muestra para evaluar el uso de la 
microscopia correlativa. Todas ellas son discos de 6 mm de diámetro. El primer grupo de 
muestras consta de los discos exclusivamente mecanizados (Figura 5-1, ilustración 1). El 
segundo grupo está compuesto por muestras del Grupo 1 que han sido granalladas con 
alúmina para aumentar el área superficial (Figura 5-1, ilustración 2). El tercer y último grupo 
está compuesto por muestras del grupo 2 que han sido pasivadas con dos ataques 
químicos (Figura 5-1, ilustración 3), este proceso aumenta el área superficial y ayuda a la 
osteointegración.  
 
Figura 5-1 Representación esquemática de las muestras utilizadas 
Todas la muestras han sido procesadas en empresas del sector de los implantes dentales. 
Esta colaboración permite estudiar casos reales usados actualmente en el mercado. 
Después de la recepción de las muestras, éstas se han limpiado utilizando un protocolo 
estándar desarrollado en el grupo de investigación para la limpieza de muestras metálicas. 
Este limpiado pretende eliminar residuos de los respectivos tratamientos superficiales así 
como contaminantes procedentes del transporte.  
La limpieza cuenta de tres tandas de lavado en baños de ultrasonidos con distintos 
disolventes (organicos e inorganicos), de tres minutos de duración cada uno de ellos. A 
continuación se detallan los disolventes empleados: acetona, ciclohexano, 2-propanol, agua 
y etanol. Una vez finalizado el lavado las muestras se han secado con aire comprimido y se 
han tratado con la máxima precaución posible para no alteras su superficie. 
 
Tic.p. Mecanizado Tic.p. Granallado 
Tic.p. Granallado y  
doble pasivado 
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5.2 Caracterización fisicoquímica 
5.2.1 Rugosidad superficial 
La evaluación y determinación del grado de rugosidad superficial ha sido efectuada 
mediante la utilización de un equipo de intereferometría de luz blanca (Optical Profiling 
System, Wyko NT9300, Veeco Instruments, EEUU). El análisis de datos se ha llevado a 
cabo mediante la utilización de un software modelo “Wyko Vision 232TM (Veeco)”. 
Las imágenes realizadas necesitaron correcciones a través de filtros de fase del tipo 
Gaussiano, con el fin de permitir la corrección de la inclinación intrínseca de las muestras 
respeto de la rugosidad de la superficie. Las variables recogidas en todas las medidas se 
resumen en la Figura 5-3. 
En las imágenes presentes en la (Figura 5-2) puede observarse el equipo de interferometría 
óptica utilizado para la evaluación superficial de los componentes analizados en este 
estudio. 
 
 
Figura 5-2. Interferómetro de luz blanca ( Optical Profiling System ). 
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Parámetros Descripción 
Sa o Ra 
(Media aritmética de la 
desviación de la 
superficie) 
 
El parámetro (Sa) representa el valor de rugosidad media del recubrimiento, que 
es el área comprendida entre el perfil de la rugosidad, formado por los diferentes 
desniveles y la línea media de este perfil, en función de la superficie medida. El 
parámetro (Ra) indica exactamente lo mismo que el parámetro (Sa), aunque se 
trata de un valor únicamente de altura. 
 
Sq o Rq 
(Media de la raíz 
cuadrada de las 
desviaciones de la 
superficie): 
 
Se calcula a través de la desviación estándar de las distancias del plano medio al 
perfil de la muestra. Este parámetro es más sensible que Ra a los valores 
extremos debido a la operación de raíz cuadrada. Tiene un carácter  estadístico. 
 
Rz 
Es la diferencia entre la media de los cinco puntos más altos y la media de los 
cinco puntos más profundos. 
Índice entre superficies  
(S área Index) 
Es la relación entre el área real y nominal e indica el grado de 
homogeneidad o planitud de la superficie. 
 
 
Figura 5-3. Variables topográficas descriptivas estudiadas.23 
5.2.2 Microscopia de barrido (SEM) 
El análisis de la rugosidad y la topografía se ha complementado mediante la utilización de 
microscopia electrónica de barrido, más concretamente mediante la utilización de un 
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microscopio Surface Scanning Electron Focused Ion Beam (FIB-SEM) modelo Neon40 de la 
marca Zeiss (Alemania), tal y como puede observarse en la imagen de la (Figura 5-4).  
Se han tomado imágenes a diferentes aumentos y en diferentes zonas de la superficie, para 
poder detectar con claridad las distintas topografias. También se ha analizado la 
composición de los elementos detectados mediante la técnica de fluorescencia de rayos X 
por energía dispersiva (EDX), la cual incorpora el equipo. 
 
Figura 5-4. Microscopio electrónico de barrido FIB-SEM modelo “Neon40, Zeiss”. 
Se han analizado 3 muestras de cada condición estudiada para obtener variabilidad 
estadística y determinar de forma cualitativa la repetitividad del método.  
5.2.3 Hidrofilicidad 
La determinación del “Angulo de Contacto" (AC) es una técnica utilizada para determinar la 
mojabilidad de los materiales y, como su nombre indica consiste en la determinación del 
ángulo que forma una gota de líquido al entrar en contacto con la superficie de un sólido. 
Este valor depende de la relación que existe entre las fuerzas adhesivas entre el líquido y el 
sólido y las fuerzas cohesivas del líquido. Cuando las fuerzas adhesivas con la superficie del 
sólido son mayores que las cohesivas, el ángulo de contacto es menor de noventa grados, 
por lo que el líquido moja la superficie. La mojabilidad es el proceso por el que una gota de 
un líquido se extiende sobre la superficie como resultado de la interacción de fuerzas 
adhesivas, entre líquido y sustrato, y fuerzas cohesivas internas del líquido.24 
Las medidas fueron tomadas con un equipo de medición de AC de la marca DATAPHYSICS 
modelo OCA 15, el cual consiste en un dispensador automatizado de gotas del fluido de 
estudio acoplado a  una cámara para captar la imagen y poder medir el ángulo de contacto, 
tal y como puede observarse en la (Figura 5-5).24 
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Figura 5-5. Angulo de contacto.  
Los parámetros de ejecución fueron los mismos para todas las muestras: método gota 
“sessile” (dejar caer una gota sobre la superficie) y utilizando gotas de dos líquidos 
diferentes, un primer líquido polar (agua des-ionizada grado mili-Q) y un segundo líquido 
apolar (di-iodemetano), utilizando siempre un volumen de gota constante de 2μl. Con el fin 
de obtener un resultado estadísticamente representativo se analizaron un total de 10 
muestras por cada condición estudiada.24,15 
El ángulo de contacto puede verse influenciado por la rugosidad del material estudiado, 
razón por la que se ha utilizado una expresión matemática de “corrección”, denominada 
como “corrección Wenzel” (Figura 5-6).15 
 
Ecuación de Wenzel: 
cos 𝐴𝐶𝑎𝑝𝑎𝑟𝑡𝑒𝑛𝑡𝑒 = 𝑟𝑖 · 𝑐𝑜𝑠𝐴𝐶𝑖𝑛𝑡𝑟𝑖𝑛𝑠𝑒𝑐𝑜 
 
Figura 5-6. Corrección Wenzel.15 
 
5.2.4 Análisis espectroscopia foto-electrónica de rayos X (XPS) 
La evaluación y determinación de la composición superficial de las muestras se ha llevado a 
cabo mediante espectroscopia fotoelectrónica de rayos X (XPS), mediante la utilización de 
un ánodo XR 50 de Al K α (1466,7 eV) operando a 300 W y 15 kV y un diámetro de haz de 
200μm (Figura 5-7). El detector XP utilizado fue un Phoibos 150 MCD-9. El ángulo de 
incidencia del haz utilizado para el estudio fue de 45º, de modo que el haz de electrones 
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mantuvo una incidencia perpendicular sobre la superficie del flanco, manteniéndose una 
presión constante de vacío de 5x10-9 torr durante todo el análisis. 
 
Figura 5-7. Equipo de microscopia fotoelectrónica de rayos X (XPS) utilizado. 
Con el fin de obtener un valor representativo se han analizado un total de 3 muestras para 
cada condición estudiada. Se adquirió un espectro general de la composición por encima de 
1200 ev con paso de 40 eV y resolución de 1 eV, además de sendos análisis específicos de 
alta resolución (0,1 eV) para los siguientes elementos: C, Ti, Si, Al, Si y Al con pasos de 20 
eV. Adicionalmente se han analizado las zonas de adsorción asociados a otros elementos 
que se han visto en el espectro. 
Las energías de enlace, áreas de pico y concentración atómica fueron obtenidosmediante el 
uso del programa “Prodcut Company” (Sigma Probe, thermo-VG, UK),utilizando como 
referencia la línea de C 1s a 284,8 eV. 
5.3 Caracterización biológica 
La caracterización biológica se ha llevado a cabo mediante ensayos in vivo. Para ello se ha 
utilizado una línea celular procedente de sarcoma primario (cáncer óseo) de origen humano 
(SAOS-2)25. 
Para los experimentos, las células se han reproducido en frascos de poliestireno, cuyo 
cultivo se ha llevado a cabo mediante la utilización de medio de cultivo compuesto por medio 
McCoy’s (sales inorgánicas, vitaminas y aminoácidos), tampon HEPES (maniene el pH 
fisiológico), serum fetal bobino o FBS (proteínas de la matriz extracelular), pirovat de sodio 
(fuente energetica), penicilina/estreptomicina (antibiotico), L-glutamina (aminoácido no 
incluido en McCoy). Se han mantenido las células durante todos los experimentos a 37ºC, 
con una humedad relativa menor a 95% y una concentración de CO2 atmosférico del 5%. El 
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medio se ha sustituido cada 2 o 3 días con el fin de asegurar el correcto aporte de nutrientes 
a las células.  
5.3.1 Determinación de la adhesión de fibronectina. 
Con el fin de determinar la cantidad de fibronectina sobre la superficie se ha utilizado el Kit 
Micro BSATM Protein Assay Kit (Thermoscientific). Este kit comercial permite medir la 
cantidad de proteína en una suspensión mediante métodos colorimétricos. 
Para evaluar la cantidad de fibronectina adsorbida sobre la superficie se han sumergido las 
muestras en 200µl de una solución a 10 µg/ml de fibronectina humana y se han incubado a 
37ºC durante 2h. Posteriormente se ha retirado la muestra de la solución (esquematización 
en la Figura 5-8)  y se ha mesurado la concentración de proteína restante mediante el kit 
micro BSATM 
 
Figura 5-8. Esquematización del protocolo de cuantificación de proteína 
El kit contiene reactivos que modifican el estado de oxidación del Cu+1 a Cu2+  en presencia 
de proteína en solución alcalina. La reacción colorimétrica, que tiñe la solución de color 
purpura, es lineal y proporcional a la presencia de proteína. La intensidad de dicho color 
puede ser medido mediante un fotómetro a 562nm.  
Para correlacionar la absorción mesurada con el fotómetro y la cantidad de proteína se ha 
utilizado una recta patrón. Está se realizó con albumina de origen bobino dado que su coste 
es menor y presenta el mismo ratio de reacción que la fibronectina humana. La recta 
contenía los siguientes puntos de concentración: 10, 5, 2'5, 1, 0'5 y 0µg/ml de albumina 
bobina. 
Una vez conocida la concentración de fibronectina restante se ha utilizado la Ecuación 5-1 
para calcular la adhesión de proteína en la superficie de la muestra. 
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Ecuación 5-1 
𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑎𝑑ℎ𝑠𝑜𝑟𝑣𝑖𝑑𝑎 =
[𝐶𝑖] − [𝐶𝑓]
𝑉 · 𝐴
 
Donde [Ci] y [Cf] son las concentraciones inicial y final respectivamente, V es el volumen de 
utilizado y A es el área de la muestra expuesta al líquido. Los resultados se muestran tanto 
con el cálculo realizado por área real como por área aparente. 
5.3.2 Determinación de la adhesión celular 
Para el ensayo de adhesión celular se han sembrado 12.500 células SAOS-2 sobre cada 
muestra analizada y se ha incubado durante 6 horas a 37ºC, tiempo necesario para que se 
dé la adhesión. De este modo se pretende estudiar la afinidad de las células para adherirse 
a la superficie. Después de 6 h. se lisaron las células con (Mammalian Protein Extraction 
Reagent). Esta sustancia rompe las membranas celulares tanto la citoplasmática como la 
nuclear, liberando las enzimas que estas contienen en su interior. 
 
Figura 5-9 Reacción colorimétrica de LDH 
 
Las células han sido cuantificadas utilizando la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) que se 
produce en el núcleo celular de forma repetitiva en cada célula. Conociendo la cantidad de 
LDH que liberamos al entorno podemos relacionar la cantidad de células de que 
disponemos. La cuantificación de LDH se llevó a cabo mediante la utilización del kit 
Citotoxicity Detection Kit (Roche, nº 11644793001). Este kit utiliza una reacción química 
colorimétrica (Figura 5-9) que desencadena en un cambio de color de las suspensiones que 
contienen LDH, proporcional a la concentración del mismo. El color o la proporción de 
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cambio de color ha sido mesurado mediante un fotómetro en la longitud de onda de 492nm. 
De nuevo se utiliza una recta patrón para correlacionar la cantidad de células y la absorción 
a 489nm. 
5.3.3 Determinación de la proliferación celular 
Para evaluar la proliferación celular se cuantificaron las células en la superficie de la muestra 
a distintos tiempos de incubación. De este modo, se puede conocer en qué grado se están 
multiplicando las células sobre el material estudiado. Para la cuantificación de las células se 
ha utilizado el de nuevo la enzima LDH mediante el kit Citotoxicity Detection Kit (Roche, nº 
11644793001), como se expone en el apartado anterior. 
La proliferación de las células se midió a 5 horas, 3 y 7 días de cultivo y los cultivos 
celulares, se realizaron con una línea celular de osteoblastos (SaOS-2), sembrando 12.500 
células por muestra. 
Se midió la absorbencia de las muestras mediante un espectrofotómetro (Densidad Óptica) 
que fue correlacionada mediante una curva patrón donde se conoce de antemano la 
cantidad de células introducida.  
5.3.4 Determinación de la diferenciación celular 
Los ensayos de diferenciación celular permiten evaluar el grado de especialización celular a 
través de marcadores específicos. Un indicador significativo del inicio de la diferenciación 
osteoblástica, que corresponden a células específicas creadoras de hueso, es la fosfatasa 
alcalina la cual es un enzima que indica el inicio de la formación de hueso. De nuevo se 
utilizó una línea celular de osteoblastos (SaOS-2). La concentración de enzima se calculó 
utilizando el kit “Senso LytepNPP Alkaline Phosphatase Assay Kit *Colorimetric” con (ref. 
72146, Tebubio).  
5.3.5 Immunocitoquímica 
La immunocitoquímica es una técnica mediante la cual se tiñen los tejidos y orgánulos 
celulares con distintos marcadores para poder ser observados por microscopia óptica de 
fluorescencia. Se utiliza para conocer más detalles de la adhesión celular. En este estudio 
se ha utilizado tinción con marcadores fluorescentes y se han observado las células con un 
microscopio Leica AF7000. 
 En este estudio se ha teñido el citoesqueleto celular (filamentos de actina), los núcleos 
celulares y la fibronectina adherida a la superficie. Para identificar los distintos orgánulos o 
proteínas se han utilizado distintos fluoroforo con distintos anticuerpos. 
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Los anticuerpos glicoproteínas que se unen de forma específica en secuencias de 
aminoácidos dadas en proteínas concretas. En este estudio se han utilizado anticuerpos 
distintos para seleccionar de forma específica las estructuras de interés. Posteriormente se 
ha usado un anticuerpo secundario, que contiene un grupo fluorescente que emite a una 
longitud de onda conocida y distinta al resto al ser excitado. Este anticuerpo secundario se 
une al primero permitiendo diferenciar los tejidos por la emisión especifica de luz. 
Los núcleos celulares se han teñido con el fluorofuro DAPI, con una excitación en una 
longitud de onda entre 330 y 380nm. Los filamentos de actina se han teñido con faloidin-
rodamina que se excita a 510-360nm. Finalmente, se han utilizado como anticuerpo primario 
rabbit-antifibronectin y como anticuerpo secundario fluorescente anti-rabbitalexa 488 que se 
estimula entre 450 y 490nm (Figura 5-10). 
 
Figura 5-10Fluoroforos y anticuerpos utilizados 
Una vez realizada la tinción y  la observación mediante la microscopia de fluorescencia se 
han analizado las imágenes. Se ha utilizado la tinción de núcleos para contar el número de 
células por área de la muestra, como segundo método de cuantificación de la adhesión. En 
segundo lugar, se ha utilizado la tinción del citoesqueleto para evaluar el área de cada 
célula, el grado de estiramiento y la geometría de la célula.       
5.4 Microscopia correlativa 
La microscopia correlativa es un método de análisis de resultados de microscopia que 
pretende unir datos adquiridos por distintas técnicas para obtener nuevas perspectivas o 
informaciones. En este proyecto se correlaciona  la información recabada por interferometría 
Núcleo 
DAPI 
Actina 
FALOIDIN- 
RODAMINA 
Fibronectina 
Rabbitanti- 
fibronectin 
Anti-rabbit 
Alexa 488 
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de luz blanca (información topográfica) con la adquirida por immunocitoquímica (grado de 
adhesión proteica, posición y  calidad de la adhesión celular). 
La primera problemática que se tuvo que resolver fue la necesidad de marcar la superficie 
con marcas reconocibles en todos los métodos de microscopia utilizados. Por este motivo se 
ha señalizado la superficie con tres macroindentaciones Vickers realizadas con 30 kg de 
carga. Estas indentaciones están situadas de forma asimétrica sobre la superficie (Figura 5-
11) y se han utilizado para cuadrar las distintas imágenes  de la muestra en el procesado 
poster. Tienen un tamaño suficiente para ser observados con todos los métodos de 
microscopia utilizados, lo que permite su uso como punto de referencia para combinar los 
datos obtenidos en las diferentes técnicas de observación. 
 
Figura 5-11 Esquematización del marcado de las muestras. 
En primer lugar se midió la topografía superficial de las muestras marcadas con un 
interferómetro de luz blanca tal y como se expone en el apartado 5.2.1 Rugosidad 
superficial. Se realizó un stitching que contiene las tres marcas de la muestra a 27,5 
aumentos y se guardó el resultado. De este modo se consigue una imagen o matriz 
tridimensional de la zona donde, posteriormente, se adherirán proteínas (fibronectina) y 
células. 
Posteriormente se incubaron las muestras en una solución de fibronectina con el protocolo 
definido en el apartado 5.3.1 Determinación de la adhesión de fibronectina. En este caso, 
una vez retirada la solución con la proteína no adherida, se han reservado las muestras para 
teñir con fluorescencia las proteínas que han  sido adheridas en su superficie. Para ello, se 
ha utilizado como anticuerpo primario rabbit-antifibronectina y como anticuerpo secundario 
antirabbit- Alexa 488.  
Indentación  con 30Kg 
Zona de estudio 
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Una vez realiza la tinción se ha realizado un stitching 40 aumentos de la superficie que 
contiene, de nuevo, las marcas superficiales realizadas por indentación Vickers. De este 
modo barremos de nuevo la misma área que se ha observado por interferometría. La 
adquisición se ha llevado a cabo con un filtro EGFP Selective (Filtro de excitación: 
BP482/18, Espejo dichromico: 495 y Filtro de emisión BP520/28). 
El siguiente paso es el sembrado de células en la superficie para su observación. En primer 
lugar, se han eliminado los residuos del proceso anterior con un lavado con MPER. 
Posteriormente se ha eliminado los residuos restantes con el protocolo de limpieza definido 
en el apartado 5.1 Muestras . Para el sembrado de muestras se han utilizado los métodos 
estandarizados con este propósito. Se sembraron 25.000 células SAOS en cada muestra y 
una vez incubadas durante 6 h. se tiñeron con el protocolo definido en el 5.3.5 
Immunocitoquímica. Una vez realiza la tinción se ha realizado un stitching a 40 aumentos de 
la superficie que contiene, de nuevo, las marcas superficiales realizadas por indentación 
vickers. De este modo barremos por tercera vez la misma superficie en distintas 
condiciones. La adquisición se ha llevado a cabo con los filtros  presentes en la Figura 5-12. 
Figura 5-12 Filtros utilizados en la microscopia de fluorescencia. 
Nombre del 
filtro 
Filtro de 
excitación 
Espejo 
dichromico 
Filtro de emisión Fluoroforo 
Estructura 
Teñida 
ATL BP360/40 400 LP425 Dapi Núcleo 
EGFP Selective BP482/18 495 BP520/28 GFP Fibronectina 
mKO BP546/10 560 BP585/40 Kusabiraorange 
Citoesquleto 
(Actína) 
Al finalizar la  toma de datos se ha iniciado el procesado de las imágenes, para ello se ha 
utilizado un programa de cálculo matricial, Matlab 2012.  
Las imágenes han sido analizadas con un orden distinto al que fueron adquiridas. En primer 
lugar se ha trabajado con las imágenes de microscopia de fluorescencia que contienen 
osteoblastos. Se ha dividido la imagen en los colores primarios, que están asociados a la 
longitud de onda que emite cada fluoroforo. Se obtienen tres imágenes, una de ellas 
contiene imagen de los filamentos de actina (rojo, faloidina-rodamina), la siguiente imagen 
contiene información sobre la posición de la fibronectina (verde, Alexa 488) y la última sobre 
los núcleos (azul, DAPI). 
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Cuando se tiene la imagen dividida por colores se procede a segmentarla. El objetivo de 
este proceso es conseguir una imagen binarizada donde, los pixeles asociados a los 
núcleos celulares o los filamentos de actina tengan un valor de 1 y el resto del fondo un 
valor sea 0. Para realizarlo se busca  el punto, en el histograma de la imagen, los valores 
por debajo del cual son ruido del fondo y los valores superiores representan la estructura de 
interés. Los valores por debajo de este punto se les reasignan un valor de 0 y los superiores 
un valor de uno. El programa de cálculo permite reconocer estos puntos o grupos de 
píxeles, contarlos y contabilizar el área por célula (Figura 5-13). 
Una vez se obtiene estas imágenes se realiza un primer filtrado en la imagen de filamentos 
de actina. Se han eliminado todas las partículas que por tamaño no se consideran células 
óseas (5µm-50µm).     
 
Imagen en RGB 
Imagen en rojo Imagen en  verde Imagen en azul 
Área/célula Intensidad del pixel Número de células 
Segmentación 
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Figura 5-13 Esquematización procesado de la imagen. 
Para aumentar la fiabilidad del contado de células solo se han contado los núcleos que 
presentan un citoesqueleto y los citoesqueletos que presentan núcleo. Toda estructura que 
no presente ambas estructuras no es una célula, sino un aglomerado de proteína o 
anticuerpos. 
En este punto, después de los dos filtrados, se han contado los núcleos y se han calculado 
las áreas de cada célula.  
En este punto se inicia la correlación de las imágenes tomadas con distintos métodos de 
microscopia, rugosidad y fluorescencia. Para ellos se ha utilizado una correlación para 
encontrar la coincidencia entre las imágenes. Las marcas superficiales facilitan su trabajo. 
Con el valor de máxima correlación se centran las imágenes entre ellas, de este modo ahora 
las coordenadas de las imágenes coinciden y es posible encontrar el mismo punto en todas 
las imágenes.  
Una vez centradas ambas imágenes se procede a seleccionar el área ocupada por las 
células (imagen de filamentos de actina segmentada) en la imagen de topografía. 
Posteriormente se promedia la rugosidad y cantidad de proteína en cada una de estas áreas 
y se expresa en un histograma. Estos datos se comparan con la Sa media de toda la 
muestra.  
 
Figura 5-14 Esquematización procesado de la imagen para obtener la rugosidad en la zona 
Imagen en RGB 
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de adhesión celular. 
5.5 Análisis estadístico 
Los resultados mostrados en este estudio representan la media de tres medidas (con su 
respectiva desviación estándar). Para obtener la certeza de una posible diferencia 
estadísticamente significativa entre los distintos grupos estudiados, se ha utilizado un test 
paramétrico ANOVA. Se ha considerado que existen diferencias estadísticamente 
significativas entre muestras si el valor de confianza es del 95% o mayor (p<0,05). 
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6 Resultados 
6.1 Caracterización fisicoquímica 
6.1.1 Rugosidad superficial 
En este apartado se muestran los resultados obtenidos en la evaluación de la rugosidad 
superficial en las muestras analizadas. En la Figura 6-1 pueden observarse los valores 
medios y las respectivas desviaciones estándar de los principales parámetros de rugosidad 
evaluados en cada una de las 10 medidas realizadas para cada tipología de muestra.   
Figura 6-1. Media y desviación estándar de parámetros de rugosidad mesurados 
Grupo 1 Ra (nm) Rq (nm) Rsk Rz (nm) Sa (nm) Sz (nm) SAreaIndex 
?̅? 336,2 425,3 0,074 3151,251 331,310 418,8 1,1 
𝜎2 82,2 108,1 0,598 880,134 90,336 118,0 0,05 
Grupo 2 Ra (nm) Rq (nm) Rsk Rz (nm) Sa (nm) Sz (nm) SAreaIndex 
?̅? 3180 3380 0,124 22880 3360 418,8 1,5 
𝜎2 572 108 0,83 4080,2 90,336 118,0 0,08 
Grupo 3 Ra (nm) Rq (nm) Rsk Rz (nm) Sa (nm) Sz (nm) SAreaIndex 
?̅? 956,9 1234,5 -0,41 10131,3 957,3 11316,5 1,79 
𝜎2 31,9 72,1 0,35 2565,4 32,1 3099,2 0,06 
Las imágenes presentes en la Figura 6-2 muestran la representación en dos dimensiones y 
tres dimensiones de la superficie de las muestras estudiadas. En ellas se puede observar 
claramente la diferencia de topografías que las tres presentan entre sí. Durante la 
inspección de las superficies se ha observado que la topografía superficial es regular y 
uniforme en todas las muestras. El Grupo 1 presenta una topografía típica de las muestras 
mecanizadas (Ra=0.3±0,08µm), donde se pueden observar marcas superficiales 
concéntricas producidas por las herramientas de corte.  El grupo 2 presenta una superficie 
abrupta fruto del granallado (Ra=3.1±0,5µm). Finalmente las muestras del Grupo 3, que han 
sido granalladas y pasivadas, sufren un descenso de la rugosidad, obteniendo una 
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superficie más regular (Ra=0,9±0,031µm). Se observa en estas muestras una topografía 
nanométrica fruto del ataque acido.  
Los parámetros de rugosidad más relevantes para este estudio son, en primer lugar, la gran 
área específica (SareaIndex) que se ha obtenido con los distintos procesados. Se puede 
observar que el área superficial aumenta con el granallado (Ia=1,5) y con el doble ataque 
acido (Ia=1,79) respeto a las muestras mecanizadas (Ia=1,1). En segundo lugar, es relevante 
observar que (Rsk) en las muestras del grupo 3 presenta un valor negativo, que significa 
que abundan más los picos que los valles en la topografía superficial. 
 
Grupo 1 
(Mecanizado) 
Grupo 2  
(Granallado) 
Grupo 3 
(Granallado y pasivado) 
  
 
  
 
Figura 6-2 Reconstrucción de la topografía superficial de las muestras estudiadas (el rango 
de la escala de colores varía entre muestras).  
6.1.2 Microscopia de barrido (SEM) 
Durante la exploración de la superficie mediante SEM se observó la topografía superficial. 
Se buscaron, en particular, partículas o impurezas superficiales. 
En primer lugar cabe especificar que durante la observación se apreció que la topografía 
superficial coincide con la observada por interferometría de luz blanca. Es especialmente 
recalcable la nano estructura que presentan las muestras del grupo 3 que se puede 
observar en la (Figura 6-3). 
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Figura 6-3 Nanotopografía presente en las muestras del grupo 3 
En las muestras que presentan tan solo el mecanizado (Grupo 1) se observan de nuevo los 
anillos concéntricos producidos por las herramientas de corte. En el grupo dos y tres se 
pueden observar partículas de alúmina (Al2O3) encastadas en la superficie. Estas partículas 
se consideran normales en las superficies granalladas dado que quedan encastadas al ser 
proyectadas sobre la muestra. En el caso de la superficie pasivada con un doble ataque 
acido (Grupo 3) el número de partículas y su tamaño se ve reducido dado que quedan 
solubilizadas (Figura 6-4). 
 
Figura 6-4 Imagen SEM de una partícula de alúmina en la superficie del Grupo 3 
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Asimismo, la evaluación mediante microscopia SEM también se ha mostrado la presencia 
de residuos no conductores en las muestras del Grupo 3, tal y como puede observarse en la 
(Figura 6-5). El análisis químico semicuantitativo mediante la utilización de la sonda EDX de 
este segundo tipo de residuo muestra que se trata de dos tipos de materiales poliméricos 
(Figura 6-5), cuyo origen se ha asociado a una posible contaminación cruzada por fricción 
con la superficie interna del envase de esterilización y transporte. Por este motivo se realizó 
el lavado de todas las superficies con disolventes polares y apolares.  
Como resultado del análisis de los residuos poliméricos se llega a la consideración de estos 
residuos no intervienen en la respuesta biológica del material y que su presencia estaría 
asociada al envase utilizado para el transporte de las mismas. Por este motivo no deberían 
estar presentes en el producto final (implantes), que utiliza otro sistema de envasado.  
 
 
Figura 6-5 Imágenes de SEM  y espectro  EDX para los dos tipos de polímero detectado.  
 
6.1.3 Ángulo de contacto 
A continuación se muestran los resultados obtenidos de la medida del ángulo de contacto 
sobre las muestras analizadas. En la (Figura 6-6) se puede observar los valores medios y 
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sus respectivas desviaciones estándar de los ángulos de contacto determinados sobre las 
muestras de los tres Grupos, para ambos medios líquidos utilizados. 
En primer lugar, cabe recalcar que existen diferencias estadísticamente significativas entre 
todas las condiciones evaluadas. Se observa que a medida que aumenta la rugosidad 
superficial aumenta, a su vez, el ángulo de contacto, esta proporción es especialmente 
drástica en el ángulo con agua.  
Los valores de ángulo de contacto de las muestras del grupo 1 y 2 son relativamente 
cercanas a las aceptadas como típicas del titanio pulido (55-60). Posiblemente el incremento 
del valor se asocia a algún efecto de la rugosidad que no se ha tenido en cuenta. En 
segundo lugar se hace evidente que el valor del ángulo de contacto del grupo 3 es excesivo 
y prácticamente dobla el valor típico. Este comportamiento se asocia a la nanotopografía 
que puede estar impidiendo el contacto total entre la muestra y el agua. 
 
 
Figura 6-6 Ángulos de contacto aparente e intrínseco de todas las muestras, realizados con 
di-iodometano y agua ultra pura. 
6.1.4 Análisis mediante espectroscopia foto-electrónica de rayos X 
En este apartado se presentan los resultados del análisis de composición superficial 
mediante XPS. En la (Figura 6-7) se muestra el porcentaje de masa atómica para cada 
elemento químico detectado en las muestras. 
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Figura 6-7. Composición química superficial expresada en porcentaje de masa atómica 
 
C O Ti Si Al N S Zn 
Grupo 1  33±3 49±3 11,1±1 3,1±0,7 0 1,7±0,2 0,3±0,1 0,96±0,08 
Grupo 2 37,7±10 40,7±7  4.7±1 2,6±0.3 13,1±2 1,3±0,03 0,08±0,01 0,02±0,07 
Grupo 3 33,9±3 48±2 13,3±0,4 0,7±0,07 1,0±0,2 1,2±0,3 0,4±0,1 0,7±0,1 
En primer lugar se observa el carbono, con valores entre 33,08 y 37,7% de masa atómica. 
La presencia del carbono se considera normal y está asociada a la contaminación ambiental 
(CO2) y a posibles residuos superficiales tales como el polímero del embalaje. Es evidente 
que las muestras del grupo 2 presentan un mayor contenido en carbono. Posiblemente se 
debe a una contaminación durante el granallado, que puede fijar partículas poliméricas en la 
superficie. Este contenido no se observa en las muestras del Grupo 3, posiblemente el 
pasivado reduce su concentración.  
En segundo lugar se encuentra el oxígeno. La presencia de oxigeno es normal y proviene 
de la capa de óxido superficial del titanio (TiO2 entre otros). Se observa una diferencia 
relevante de composición entre las muestras del grupo 1, 2  y  3. En primer lugar se  puede 
ver una gran diferencia entre el grupo 1 y 2. Posiblemente se debe a un desplazamiento de 
los porcentajes, por la aparición de contaminaciones de carbono y aluminio.  
Si parece más significativa la diferencia entre el grupo 1 y 3, la disminución del de la 2,0% 
de oxigeno después del tratamiento se asocia al doble gravado ácido, que modifica la 
composición química de la capa de óxido. Se puede observar un comportamiento opuesto 
en el porcentaje de masa atómica de Ti, que aumenta en un 19,8% en las muestras tratadas 
respecto las mecanizadas.  
El siguiente elemento que encontramos en la tabla es silicio. Muy probablemente el silicio 
proviene de lubricantes de corte o grasas sintéticas utilizadas durante el mecanizado.  Se 
puede observar que se elimina esta contaminación durante los tratamientos de granallado y 
doble pasivado acido. 
El aluminio presente en las muestras 2 y 3 proviene del tratamiento de granallado, realizado 
con partículas de alúmina (oxido de aluminio, Al2O3), razón por la que solo encontramos 
presencia de aluminio en las muestras tratadas con este método (Grupos 2 y 3). Dichos 
resultados estarían en concordancia con los resultados expuestos en  el análisis SEM, que 
ha mostrado la presencia de fragmentos de alúmina incrustados en la superficie de las 
muestras tratadas. 
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El resto de elementos son elementos son fruto de la contaminación cruzada, todos ellos se 
ven reducidos durante el tratamiento de granallado y doble pasivado ácido. EL nitrógeno es 
un elemento que a menudo se observan en este tipo de muestras. En el caso del zinc, se 
desconoce el posible origen de este tipo de contaminación que debería ser analizado por el 
fabricante. 
6.2 Caracterización biológica 
6.2.1 Determinación de la adhesión de proteína 
A continuación se muestran los resultados del ensayo de adhesión de fibronectina sobre las 
tres superficies estudiadas. Los resultados se muestran normalizados por área aparente y 
por área real (Figura 6-8). La recta patrón obtuvo una recta de regresión R2=0.998 
El análisis estadístico mediante ANOVA no muestra diferencias estadísticamente 
significativas entre las muestras estudiadas en ninguna de las normalizaciones empradas. 
Aun así se puede observar un aumento progresivo de la adhesión a medida que aumenta el 
área específica en las muestras y la rugosidad. 
 
Figura 6-8 Adsorción de fibronectina por muestra 
Al comparar los resultados de la adhesión de fibronectina con los valores de ángulo de 
contacto se observa una tendencia inversamente proporcional con al hidrofilicidad. Este 
resultado se asocia a la rugosidad y  se asume que los valores de ángulo de contacto están 
alterados por la misma.  
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6.2.2 Determinación de la adhesión celular 
En la (Figura 6-9) se muestran los resultados del ensayo de adhesión celular. El análisis de 
estadístico con un test paramétrico (ANOVA) revela que la adhesión de SAOS-2 en las 
muestras del Grupo 1 es estadísticamente distinta con una confianza mayor al 95%  
(p<0,05) a las muestras del grupo 2 y 3, que no presentan estas diferencias entre sí. 
El análisis de los resultados presentes en la (Figura 6-9) permite observar que las muestras 
con un tratamiento superficial que aumenta la rugosidad (Grupo 2 y Grupo 3) presentan una 
adhesión celular mayor que las muestras en estado de mecanización. Así pues, la 
realización del tratamiento de granallado y/o doble provoca un aumento estadísticamente 
significativo de la adhesión celular respecto de las muestras en estado de mecanización. 
Los niveles de adhesión celular de las muestras de los grupos 2 y 3 prácticamente duplican 
a los experimentados por las muestras en estado de mecanización. Se concluye que las 
muestras rugosas aumenta la adhesión celular y supone una mejora a la respuesta 
biológica.  
 
Figura 6-9 Resultados de adhesión de SAOS-2 (6h). Recta de regresión R2=0,999 
El resultado de la adhesión de células osteoblastos (Figura 6-9) es proporcional al de 
adhesión de proteínas (Figura 6-8).     
6.2.3 Determinación de la proliferación celular 
En la (Figura 6-10) se muestran los resultados de proliferación celular realizados con SaOS-
2, donde, de nuevo, se puede observar que la proliferación celular en las superficies 
tratadas para aumentar la rugosidad superficial (Grupo 2 y Grupo 3) presentan en todo 
momento una proliferación mayor que las muestras en estado de mecanización (Grupo1). 
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Figura 6-10 Resultados de Proliferación de SAOS-2. Recta de regresión R2=0.998 
La proliferación celular sobre las muestras estudiadas se considera normal dado que el 
número de células en las muestras evaluadas cumple con el crecimiento celular normal. Se 
concluye que el aumento de la rugosidad permite la proliferación celular y supone un cambio 
cualitativo real y positivo respeto a las muestras en estado de mecanización. 
Los resultados concuerdan con los resultados de adhesión de proteínas y células presentes 
en la (Figura 6-8) y (Figura 6-9) respectivamente. 
6.2.4 Determinación de la diferenciación celular 
En la (Figura 6-11) se pueden observar los resultados de concentración de fosfatasa alcalina 
normalizada por el número de células presentes en muestra. En primer lugar se observa que 
la concentración de esta enzima disminuye al aumentar el tiempo de incubación. Este 
comportamiento se trata de un proceso normal dado que las células experimentan un pico 
de generación de esta enzima durante la diferenciación (especialización). Una vez se ha 
producido la diferenciación de las células disminuye la generación de fosfatasa alcalina.  
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Figura 6-11 Concentración de fosfatasa alcalina en la  proliferación celular. 
El análisis de los resultados presentes en la (Figura 6-11) permite observar que la rugosidad 
superficial aumenta la diferenciación celular, especialmente durante la adhesión celular. Aun 
así no se encuentran diferencias estadísticamente significativas (test paramétrico (ANOVA) 
con una confianza del 95% (P<0,05). 
  
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
1 día 3 días 7 días
p
g 
· c
él
u
la
-1
 · 
m
in
-1
 
Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Pág. 38  Memoria 
 
6.3 Microscopia correlativa 
En este apartado se presentan los resultados que se desprende del uso de la microscopia 
correlativa. En primer lugar se analizan los pasos seguidos y los resultados parciales 
realizados para llegar al resultado final. 
A continuación, se muestran todas las imágenes tomadas a una muestra del grupo 3. En la 
Figura 6-12 se muestra la imagen de interferometría de luz blanca. En ella se observan de 
forma evidente las indentaciones realizadas en la superficie. En la Figura 6-13 se observa la 
superficie con proteína teñida con Alexa 488 que se observa de color verde. En la Figura 6-
14 se pueden observar en azul las proteínas teñidas con DAPI. Finalmente, en la Figura 6-
15 se observan los filamentos de actina que conforman el citoesqueleto teñidos de color 
rojo. Estas cuatro imágenes conforman la base del procesado de la imagen. 
 
 
 
 
 
 
Figura 6-12 Imagen de interferometría, muestra del Grupo 3 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6-13 Imagen de fluorescencia de proteína (verde), muestra del Grupo 3 
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Figura 6-14 Imagen de fluorescencia de núcleos celulares (azul), muestra del Grupo 3 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6-15 Imagen de fluorescencia de citoesqueleto (rojo), muestra del Grupo 3 
6.3.1 Recuento de núcleos celulares y cálculo del área por célula. 
Para el recuento de núcleos celulares se ha realizado una segmentación de las imágenes 
donde se observan los núcleos celulares y los filamentos de actina que corresponden a la 
imagen azul y roja respectivamente. La segmentación consiste en buscar las estructuras 
presentes en la imagen mediante la intensidad de los pixeles que la conforman (valor entre 0 
y 255). Así se toma un valor dado de pixel, que se considera que, por debajo del cual no hay 
información relevante, a los pixeles por debajo de este valor se les asigna una valor de 0 y a 
los mayores un valor de 255. Con este método se consigue aislar las manchas asociadas a 
cada núcleo o citoesqueletos. En la Figura 6-16 se puede ver el resultado de dicho proceso 
para las imágenes presentes en la Figura 6-14 donde se observan los núcleos y la Figura 6-
15. 
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Figura 6-16 Imagen segmentada de citoesqueletos (rojo), muestra del Grupo 3 
Con el fin de evitar errores solo se contabilizan los núcleos que tienen citoesqueleto y los 
citoesqueletos que presentan un núcleo.  
En la Figura 6-18 se puede observar en número de células por milímetro cuadrado 
calculados por imunofulorescencia. 
En primer momento hay que destacar que los resultados expuestos en la Figura 6-18 tienen 
muy poca desviación estándar. El estudio estadístico mediante un test paramétrico 
(ANOVA) demuestra que hay diferencias estadísticamente significativas entre las muestras 
estudiadas con una confianza del 95% (p<0,05). 
Se puede observar que las muestras con mayor densidad de células es la que ha sido 
granallada y pasivada.  Este resulta coincide con los obtenidos en el ensayo de adhesión de 
proteínas normalizadas por área aparente. También cabe recalcar que los valores de células 
por milímetro cuadrado son muy coincidentes con los resultados obtenidos por LDH.  En 
este caso la desviación estándar es menor por lo que se considera más fiables. 
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Figura 6-17 Número de células por milímetro cuadrado, calculado por imuncitoquímica 
En la Figura 6-18 se puede observar en número de células por milímetro cuadrado 
calculados por imunocitoquímica.  
 
Figura 6-18 Área de célula calculado por imunocitoquímica. 
En este caso no se han encontrado diferencias estadísticamente significativas con una 
confianza del 95% (p<0.05). Se podría concluir, a la vista de los resultados, que no hay una 
relación directa entre la rugosidad y el estiramiento o área de las células. 
6.3.2 Correlación de imágenes 
En este apartado se muestra un gráfico en tres dimensiones de la correlación de una 
muestra del grupo 3. El eje z o altura del grafico representa el grado de coincidencia de las 
imágenes. 
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Figura 6-19 Correlación y punto de máxima correlación de unas imágenes del Grupo 3   
Como se puede observar existe más de un punto donde las imágenes tienen una gran 
coincidencia entre ellas. Esto se debe a la coincidencia entre las indentaciones. Se observa 
que el máximo de coincidencia siempre está en la parte central de la imagen (punto rojo). 
No se han podido correlacionar las imágenes de fluorescencia y rugosidad del grupo 3 dado 
que por la topografía superficial es muy abrupta y albergan mucha burbujas al ser 
impregnadas con el adhesivo del cubre objetos. Por ese motivo no es posible llevar a cabo 
la correlación para este tipo de muestras. 
6.3.3 Adhesión celular por intensidad de adhesión de proteína. 
A continuación se muestra, en forma de histogramas, la media de la intensidad de pixel en 
cada zona ocupada por una célula. También se muestra la desviación estándar de cada 
zona Figura 6-20 , la línea roja presente en el grafico es la media de intensidades de pixel 
en todos los píxel de la muestra. 
La media de valor de pixel por célula es de 0,054 ± 0,005 y la media de los puntos de toda la 
muestra es de 0,06 ± 0,002. Es decir, la adhesión celular se da en zonas con una intensidad 
de proteínas ligeramente inferior a la media, aunque la desviación es muy grande y los 
resultados no se consideran concluyentes. 
Posiblemente, el uso de un computador con mayor capacidad de cálculo, permitiría trabajar 
con mayor resolución y obtener resultados más acurados, con menor error.    
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Intensidad de píxel media en las zonas de 
adhesión celular. 
 
Desviación estándar de la intensidad de 
píxel en las zonas de adhesión celular. 
 
Figura 6-20 Histograma de concentración media de  fibronectina en las zona con adhesión 
celular en muestras del grupo 1 y su desviación estándar. 
 
6.3.4 Adhesión de células altura del perfil 
A continuación, se muestra, en forma de histograma, la altura media de adhesión por cada 
célula adherida en la superficie estudiada. También se puede observar la desviación 
estándar asociada a cada medida.   
En primer lugar se observa que las células se adhieren en valores de altura superiores a la 
media de toda la muestra. También es especialmente relevante que las desviaciones 
estándar de esta adhesión son muy bajos (alrededor de 40nm). Este efecto era conocido 
con anterioridad15,26. 
 
 
 
 
 
 
Pág. 44  Memoria 
 
Altura media de perfilen las zonas de 
adhesión celular. 
 
nm 
Desviación estándar de la altura media del 
perfil en las zonas de adhesión celular. 
 
Nm 
Figura 6-21 Histograma de altura media de adhesión celular en muestras del grupo 3 y su 
desviación estándar. 
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7 Conclusiones 
A continuaciones se exponen las conclusiones extraídas de los estudios realizados en este 
proyecto. En primer lugar, se exponen las conclusiones extraídas a partir de la 
caracterización fisicoquímica de las muestras y la posibilidad y viabilidad de usarlas en 
implantes. Posteriormente se evalúan los resultados extraídos del uno de la microscopia 
correlativa. 
7.1 Evaluación superficial. 
 El estudio de la rugosidad superficial ha mostrado que las muestras  
presentan una distribución uniforme de rugosidad. En las muestras del Grupo 
3 se observa la presencia de una textura nanométrica introducida por el 
ataque ácido. Las superficies presentan una gran área superficial. El área 
superficial se ve aumentada con el granallado superficial y, en mayor 
medida, por el ataque acido. Es especialmente relevante comentar que la 
superficie del grupo 3 presenta Rsk<0, asociada a una prevalencia de valles 
sobre picos. 
 La inspección superficial mediante microscopia SEM ha mostrado la 
presencia de contaminantes poliméricos, cuya presencia no sería 
extrapolable a las condiciones reales de comercialización de los implantes y 
que procederían del contacto con la cara interna de los sobres de 
esterilización utilizados para el transporte de las muestras en este estudio en 
concreto.  
 El estudio de la hidrofilicidad muestra diferencias estadísticamente 
significativas de ángulo de contacto entre las muestras estudiadas  (p<0,05),  
siendo las muestras del grupo 3 las que presentan un mayor ángulo de 
contacto (100º), cuyo  valor se asocia a el mal ajuste de la corrección de 
Wenzel. 
 El análisis de la composición química superficial de las muestras mediante 
técnicas XPS muestra una composición superficial normal. Se observa un 
cambio del estado de oxidación superficial del titanio con el tratamiento 
superficial, caracterizado por una reducción del nivel de O y el incremento del 
porcentaje de Ti. El análisis de la composición química superficial también 
revela las presencias contaminantes: Aluminio provenientes del tratamiento 
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superficial y nitrógeno fruto de contaminación cruzada. Estos últimos se 
presentan en una concentración muy baja. 
 El estudio de la composición química superficial por XPS muestra 
contaminación superficial de (Zn), que debería ser analizada con el fin de 
determinar su procedencia. 
 La evaluación de las propiedades físico-químicas superficiales realizada en 
este proyecto muestra unas superficies aptas para la implantación y el uso 
en entorno biológico.  
 En la adhesión de proteínas se pueden observar diferencias de adsorción en 
las distintas muestras estudiadas. El aumento de la adhesión proteica se 
asocia al aumento del área superficial específica, una vez normalizados los 
resultados por área superficial nos e observan diferencias entre ellas.   
 El análisis de la adhesión de osteoblastos (SaOS-2) en las superficies 
estudiadas muestra diferencias estadísticamente significativas entre ellas 
(p<0,05), que demuestran la mejora de la adhesión celular sobre la 
superficies que han sido tratadas (Grupo 2 y Grupo3). A la vista de los 
resultados se concluye que el aumento de la rugosidad y el  la adhesión 
celular de osteoblastos (SaOS-2). 
 El análisis proliferación celular de osteoblastos (SaOS-2) en las superficies 
estudiadas muestran un aumento significativo de la proliferación en las 
muestras tratadas sobre las muestras del Grupo 1.  
 El análisis la diferenciación celular de osteoblastos (SaOS-2) en las 
superficies estudiadas muestran un aumento significativo de la 
diferenciación/especialización celular en las muestras del grupo 2 y del 
Grupo 3 
 No se han encontrado diferencias estadísticamente significativas entre las 
muestras del grupo 2 y 3 en los estudios de caracterización biológica 
utilizando métodos convencionales.    
 La caracterización biológica In vitro muestra que el tratamiento de granallado 
y doble ataque ácido presenta una mejora respeto a la superficie 
mecanizada.  
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7.2 Uso de microscopia correlativa 
 El uso de microscopia correlativa permite evaluar la respuesta biológica en la 
adhesión de células. Se ha conseguido determinar el número de células por 
milímetro cuadrado y el área superficial por muestra con éxito. 
 El recuento de las células por microscopia correlativa y procesado de la 
imagen presenta resultados próximos a los obtenidos por LDH. Por lo que se 
considera que el método de observación es viable. 
 El procesado de imagen de la imagen de filamentos de actina se ha podido 
procesar con éxito. El resultado muestra que todas las células en todas las 
muestras presentan una buena salud y estiramiento. 
 La correlación de las imágenes de rugosidad con las de fluorescencia no se 
ha podido realizar con las muestras del grupo 3. La presencia de burbujas y 
la aberración que provoca no permite que el programa encuentre 
coincidencias entre las dos imágenes. A la vista de los resultados, se 
concluye que este método es válido para muestras hasta una rugosidad 
límite. 
 Ha sido posible relacionar la intensidad de proteína con la rugosidad de la 
posición. 
 En el análisis de los resultados obtenidos por microscopia correlativa se 
observa que no hay una relación directa entre la adhesión de proteínas la 
rugosidad y la adhesión de proteínas. Se considera que con un sistema de 
computación con mayor capacidad de cálculos se podría trabajar con mayor 
resolución y posiblemente observar algún comportamiento de interés.    
 Ha sido posible relacionar la media de la atura del perfil con la adhesión 
celular con la rugosidad de la posición. 
 En el análisis de los resultados obtenidos por microscopia correlativa se 
observa que hay una relación entre la adhesión celular y la rugosidad. Las 
muestras han adherido en las zonas altas del perfil. 
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8 Recomendaciones 
Para obtener resultados más fiables del método de la microscopía correlativa es necesario 
utilizar ordenadores con mayor capacidad de procesado que el equipo usado en el presente 
estudio. Otra opción posible consiste en disminuir el tamaño de la zona de observación, a 
costa de un incremento en la variabilidad estadística.  
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9 Impacto medioambiental 
Durante la realización de este trabajo se ha intentado minimizar los productos de residuo.  
La manipulación de los residuos generados, tanto químicos como biológicos, se han 
clasificado siguiendo la normativa vigente. Los residuos químicos se han separado en 
soluciones halogenadas, no halogenadas, ácidos y bases. En el caso de los residuos 
biológicos se han esterilizado antes de ser divididos con el mismo método. 
También se han utilizado la medidas de seguridad pertinentes para manipularlos (bata, 
máscaras, guantes, gafas, campana...). 
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10  Presupuesto 
A continuación se presenta el presupuesto del proyecto desglosado y agrupado por  
asociaciones. 
 
Figura 10-1 Gastos asociados a la preparación de muestras 
 Concepto Cantidad Precio Coste (€) 
Ciclohexano   0,21l 50,30€/l       10,56 € 
Isopropanol   0,39l 19,76€/l         7,71 € 
Acetona   0,84l 15,48€/l       13,00 € 
Etanol   0,78l 12,99€/l       10,13 € 
Agua   7,30l   0,08€/l         0,58 € 
Personal      12h 20,00€/h     240,00 € 
TOTAL       281,98 € 
 
Figura 10-2 Gastos asociados a la caracterización fisicoquímica. 
  Concepto Cantidad Precio (€/h) Coste (€)  
Interferómetro    2 h 35 €   70,00 € 
Angulo de contacto   3 h 20 €   60,00 € 
Microscopia electrónica de 
barrido 
  2 h 72 € 144,00 € 
Personal  10 h 20 € 200,00 € 
TOTAL     474,00 € 
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Figura 10-3 Gastos asociados a la caracterización biológica. 
 Concepto   Cantidad       Unidad (€)     Coste (€)  
Cultivos 2 ensayo 500 (€/ ensayo) 1.000,00 € 
Ensayo de adhesión de proteína 1/10 kit 249,01€/kit     24,90 € 
Ensayo de adhesión Celular 1/10 kit 600,70 €/kit     60,07 € 
Ensayo de Proliferación 1/10 kit 600,70 €/kit     60,07 € 
Ensayo de diferenciación 1/10 kit 429,47 €/kit     42,94 € 
Personal  60 h. 20 €/h 1.200,.00 € 
Total                  2.387,98 € 
 
Figura 10-4 Gastos asociados a la microscopia correlativa  
 Concepto Cantidad €/Cantidad Coste (€) 
Interferometría 10 h 35 €/h    350,00 € 
Immunocitoquímica 1 ensayo 500 €/ensayo    500,00 € 
Microscopia de fluorescencia 10 h 30 €/h    300,00 € 
Personal 80 h 20 €/h 1.600,00 € 
Diseño del programa 70 h 20 €/h 1.400,00 € 
Total 
  
4.150,00 € 
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Figura 10-5 Gastos asociados a otros costes 
Concepto Cantidad €/Cantidad Coste 
Material oficina           50,00 € 
Varios laboratorio*      1.600,00 € 
Uso laboratorio**      1.800,00 € 
Búsqueda bibliográfica 60h 20,00€/h    1.200,00 € 
Análisis de resultados 50h 20,00€/h    2.000,00 € 
Elaboración memoria 200h 20,00€/h    4.000,00 € 
TOTAL          10.650,00 € 
*Guantes, placas, Falcons, puntas, agujas potes.... 
** Microscopia óptica, incubadora, horno, baño térmico, agua MilliQ, consumo eléctrico... 
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Figura 10-6 Recuento de gastos 
Concepto                 Costes Totales  
Costes asociados a la preparación de muestras                          281,98 € 
Costes asociados a la caracterización fisicoquímica                           474,00 € 
Costes asociados a la caracterización biológica                        2.387,98 € 
Costes asociados a la microscopia correlativa                       4.150,00 € 
Costes asociados a otros costes                      10.650,00 € 
Subtotal                      17.943,96 € 
Overhead UPC (17,6)                      3.158,13 € 
Total sin  IVA                    21.102,09 € 
 
I.V.A (21%)   
 
                     4.431,44 € 
TOTAL I.V.A. INCLUIDO                    25.533,53 € 
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